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En la  actualidad las  nanopartculas  de plata  son utlizadas  en  numerosos  productos  comerciales
debido a sus diversas propiedades. Uno de sus usos es como alternatva a los antbiótcos en la
producción  animala,  debido  a  sus  propiedades  antmicrobianas.  Es  importante  conocer  el
comportamiento y caracterizar las AgNPs y especies derivadas para comprender sus aplicaciones y
los posibles efectos tóxicos en el medio ambiente y la salud  umana. Para realizar la caracterización
se usan distntas técnicas como EM o ICP-MSa, que en muc as ocasiones se combinan con técnicas de
separación como AF4 para conseguir mejores análisis. 
En este trabajo desde un punto de vista experimentala, se plantea el uso de EAA-Llama e ICP-MS para
la caracterización de AgNps y especies derivadas en aditvos alimentcios tras distntos ensayos de
lixiviación para  valorar  las  especies  liberadas.  Ademas se   a  realizado un estudio sobre el  pH y
conductvidad de las muestras en agua. 
Por  un  ladoa,  se   a  determinado el  contenido total  de  especies  de plata  en  pienso  para  cerdos
mediante ICP-MSa, utlizando un ataque en abierto y un ataque en microondas para su comparación.
La digestón es necesaria para diluir la muestra y degradar la matriz. El ataque se realizo con HNO 3a,
necesario para estabilizar la plata y con HCl para evitar la formación de AgCl (s). 
También se  a medido el contenido total de plata liberada en las muestras tras una lixiviación en
agua mediante EAA-Llama e ICP-MS. Por últmo para estudiar el comportamiento teórico de distntas
especies  de  Aga,  se   a  realizado  una  digestón  "in  vitro"  para  determinar  las  especies  de  plata
liberadas a partr  de patrones de Ag(I)  y AgNps mediante EAA-llama. Durante la  digestón se  a
comprobado que las AgNps sufren cambios en sus propiedades debido a las interacciones con los
fuidosa, cambios de temperaturaa, pHa, concentraciones de sales y enzimas. 
Abstract
Nowadaysa,  silver  nanopartcles  are  used  in  lots  of  commercial  products  due  to  t eir  several
propertes. One of t eir uses isa, as an alternatve to t e antbiotcs in animal productona, due to its
antmicrobialpropertes.It  is  really  important  to  know  t e  be avior  and  typify  t e  AgNPs  and
derivatve  species  to  understand  its  applicatonsa,  t us  knowing  possible  toxic  efects  in  t e
environment and  uman  ealt . In order to do t is classiicaton. Diferent tec niques as EM or ICP-
MS are being used. In many occasions t ese tec niques are combined wit  separaton tec niques as
AF4 in order to get beter analysis.
In t is project from an experimental point of viewa, it  as been planned t e use of fame-EAA and ICP-
MS for t e c aracterizaton of AgNps and derivatve species in food additves afer several leac ing
tests in order to value t e released species. For doing t isa, a survey about pH and conductvity in
some water samples  as been done.
On one  and t e total content of silver species in pigs’ feed  as been determined t roug  ICP-MSa,
afer an open atack and an atack in microwave for its comparaton. Digeston is needed to dilute t e
sample and degrade t e matrix. T e atack was done wit  HNO3a, necessary for steadying t e silver
and wit  HCI in order to prevent t e formaton of AgCI(s). 
It  as also been measured t e total content of free silver in t e samples afer a leac ing in water
t roug  fame-EAA and ICP-MS. Finallya, in order to study t e t eoretcal be avior of diferent Ag
speciesa, it  as been done an “in vitro” digeston in order to determine t e free silver species from
Ag(I) and AgNps paterns t roug  fame-EAA. During t e digeston processa, it  as been veriied t at
AgNps sufer diferent  c anges in  its  propertes due to t e interactons wit  fuidsa,  temperature
c angesa, p  and salt and enzymes’ concentraton.
1. Introducción
La nanotecnología se  a usado durante siglosa, ya se empleaba en el 2600 a.C como tntes para ibras
y tejidos. Durante la edad media se usaban nanopartculas de oro y plata para dar color amarillo y
rojo rubí  a  las vidrieras de las iglesias.  Pero no fue  asta el  año 1959 en una conferencia de la
Sociedad Americana de fsica que se  izo la primera referencia a la nanotecnología por parte del
cientico  Ric ard  Feynman.  Norio  Taniguac i  fue  la  primera  persona  en  utlizar  la  palabra
nanotecnología en 1974a, pero  asta 1981 con los investgadores Gerd Binning y Heinric  Ro rer y el
desarrollo del microscopio de túnel de exploración no comenzaría su desarrollo. Desde ese momento
 a aumentado la producción de nanomateriales y nanopartculas en productos comerciales. .1
Las  nanopartculas  pueden cambiar  las  propiedades y  tener mayor actvidad que de los  mismos
materiales  a  mayor  escala.  Esto  se  debe  a  sus  propiedades  fsicas  y  químicas  como una  mayor
relación área supericiallvolumen de las moléculas2a, su pequeño tamañoa, su alta reactvidada, su alta
capacidad de soporte y la fácil variación de sus propiedades supericiales. 3 Las nanomateriales según
la  Comisión  Europea  se  deinen como todo  aquel  material  naturala,  secundario  o  fabricado que
contene partculas en estado disperso o en forma de agregado o aglomeradoa, y en el que al menos
un 50% de las partculas en la granulometría numérica poseen una o más dimensiones externas en el
rango de tamaños comprendidos entre 1 y 100 nm.4
Las  nanopartculas  se  están  usando  actualmente  en  diversos  campos  de  investgación  como  la
medicinaa,  industria  farmacéutca o ciencias  ambientalesa,  esto se  debe a  sus  característcas  y  las
novedades  que  introducen  en  estos  campos.  Pero  esto  también  puede  ser  nuevas  formas  de
toxicidad  y  contaminación.  Actualmente  se  están  desarrollando  técnicas  para  medir  los
nanomateriales presentes en la atmósferaa, medios acuátcos y terrestres para facilitar la evaluación
del riesgo ecológico y se realizan estudios de los efectos de comer alimentos con nanomateriales o
de cómo afectan a los trabajadores que trabajan con ellos. 2a,5
En este trabajo se pone el foco en las nanopartculas de plata debido a uso en una variada gama de
productosa, concretamente en su uso como antbacteriano en suplementos alimentcios para cerdos.
1.1 Nanopartículas de plata, su utliiación y caracteriiación.
De todos los nanomateriales que se  an desarrollado y caracterizadoa, las AgNPs tenen una gran
importancia debido a la cantdad de usos que tenen en diferentes aplicaciones comerciales. La plata
es un metal blandoa, dúctl y maleable que tene la conductvidad más alta de todos los metales. Es un
metal químicamente inactvoa, estable en agua y no se oxida en el aire.
Las  AgNps  tenen  propiedades  especiales  en  comparación  con  la  plata  a  gran  escala.  Estas
propiedades  se  deben  a  sus  característcas  fsico-químicas:  área  supericiala,  pequeño  tamañoa,
movilidad en solucióna, formaa, carga supericiala, aglomeración..
Tienen una mayor relación área supericiallvolumen de las moléculas. A medida que el tamaño de la
partcula se reducea, el área supericial aumenta. Debido a esto  ay una mayor proporción de átomos
en la supericie que están en contacto con el ambiente y por lo tanto más fácilmente disponible para
la reacción. Las propiedades de las AgNps pueden mejorarse con los recubrimientosa, estos pueden
infuir en la carga supericiala, solubilidad y la  idrofobia.6
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Las  nanopartculas  de  plata  tenen  una  gran  presencia  en  el  mercado  debido  a  sus  numerosas
aplicaciones.  Tienen  propiedades  óptcas  por  lo  que  son  utlizadas  en  catálisisa,  electrónica  y
biosensores. Las podemos encontrar en pinturas y recubrimientos para mejorar su resistencia a la
abrasióna,  rayadoa,  calor...  También  se  pueden  usar  como  aditvos  para  mejorar  la  geliicacióna,
viscosidada, y estabilidad de los alimentos. Aunque su principal uso es como bactericida.1a, 6
Las  AgNps  se  ad ieren  a  la  pared  bacteriana  provocando  cambios  estructurales  y  inalmente
produciendo su muerte.7 Su uso se debe a su baja toxicidad (dependiendo de su frecuencia de uso)a,
gran estabilidad y que las bacterias no desarrollan resistencia.8 Estas propiedades antbactericidas
son usadas en medicina para el tratamiento de  eridas o en productos médicos como en apósitos y
textles médicos. Igualmente son empleadas en productos cotdianos como aerosoles desodorantes
antbacterianosa, puriicadores de airea, productos de limpiezaa, para almacenamiento de comida ...
También aparece como aditvos en alimentos para reducir los organismos patógenos.1
Las  AgNps  introducidas  en  el  cuerpo  en  bajas  cantdades  no  causan  ningún  dañoa,  pero  si  se
introducen en grandes cantdades pueden afectar a la salud. Las podemos captar a través de la piela,
por in alación y por el tracto gastrointestnal. Además tenen un gran impacto medioambiental por
su  toxicidad  para  los  peces  y  vida  marinaa,  es  por  ello  que  resulta  de  vital  importancia  su
caracterización. 7
La caracterización de nanopartculas se  ace por diferentes técnicas:
La  microscopía  electrónica  (EM) nos  permite  visualizar  las  nanopartculas  y  obtener  información
sobre el tamañoa, formaa, estructura del cristala, composición elemental y estructura química.  La EM no
es útl para realizar análisis cuanttatvos.  Las Nps son muy reactvas además de que a la  ora del
acondicionamiento  de  los  analitos  a  menudo implica  un cambio  en  el  entornoa,  estas  dos  cosas
pueden generar un fuerte sesgo.
La EM utliza un  az de electrones para iluminar un objeto. Como los electrones tenen una longitud
de onda menor que la luz nos permite observar estructuras muc o más pequeñas. Cuando el  az de
electrones c oca con la supericie de la muestraa, se producen diferentes interacciones (elástcas e
inelástcas) entre los electrones incidentes y los átomos. Como consecuencia se producen rayos xa, luz
visiblea, electrones Augera, electrones retrodifundidosa, electrones secundariosa, electrones difractadosa,
electrones transmitdos y electrones no dispersados. Cada uno de estos fenómenos proporciona una
información que es captada por detectores especíicos.  
Todos los microscopios electrónicos tenen un cañón de electronesa, lentes electromagnétcas y una
pantalla.
Las limitaciones más importantes en la caracterización son la resolución espacial a, la polidispersióna, la
generación de artefactos y las perturbaciones durante la preparación de la muestra.  La EM también
tene el inconveniente de que es destructva y requiere muc o tempo.9a,10a,11
La dispersión dinámica de la luz (DLS) se usa para el análisis del tamaño de partculaa, nos proporciona
el diámetro  idrodinámico de las partculas. El DLS mide movimiento browniano de los NPa, a través
de las variaciones dependientes del tempo. Se aplica a las muestras en estado líquido y funciona
bien para muestras dispersas  omogéneamente. Pero en presencia de partculas grandesa, agregados
o aglomeradosa, las partculas más pequeñas no se detectan.9a, 10a, 12
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 Las técnicas AASa, ICP-OES e ICP-MS   se emplean para la detección y cuanticación de los elementos
presentes  en  los  nanomateriales  pero  no  nos  permite  obtener  información  sobre  el  tamañoa,
agregación... 9 
La  técnica  de  espectrometría  de  masas  con  plasma  acoplado  inductvamente  en  el  modo  de
detección individual de partculas (sp-ICP-MS)  es utlizada para la cuanticacióna, caracterización y
detección de partculas en suspensiones líquidas. Nos proporciona información sobre el tamaño y la
concentración númerica.  Permite distnguir el analito en forma iónica y como partcula. sp-ICP-MS se
usa para detectar Nps en envoltorios de alimentosa, para realizar estudios sobre el destno de las
AgNps en la digestón  umana o para estudiar la liberación en aditvos alimentcios.9a,13
La  espectroscopía  de  absorción  de  rayos  X  (XAS) nos  da  información  cualitatva  y  sobre  la
composición química  y la  distribución de las  especies  químicas  con una preparación de muestra
menor. Una ventaja es que los estados químicos originales se conservan. Uno de los usos de esta
técnica es es evaluar el destno de las AgNps de las aguas residuales y lodos de depuradora.9a,10 
Las técnicas electroquímicas nos permiten cuanticar las nanopartculas y conocer la concentracióna,
tamaño y estado de oxidación. Estas técnicas proporcionan una buena sensibilidad analítca y en
combinación con electrodos desec ables de una sola gota se convierten en un excelente sistema
para  análisis  simplesa,  rentables  e in  situ.  La  principal  desventaja  es  que la  información sobre  la
composición  química  no  se  puede  obtener  fácilmente.  Hay  dos  técnicas  electroquímicas:  la
voltamperometría de partculas inmovilizadas (VIP) y la coulometría de colisión de partculas (PCC).
Estas técnicas  an sido aplicadas para estudiar la evolución de las AgNps en agua del mar. 9a, 14 
En muc os casos es necesario combinar estas técnicas con técnicas de separación para conseguir
unos analisis mejores. Las técnicas de separación nos permiten separar las partculas por su tamañoa,
supericiea,  densidad  y  carga.  Nos  permite  detectar  y  conocer  el  tamaño y  concentración  de  las
nanopartculas.9
El  fraccionamiento de campo de fujo (FFF)  es  utlizado para  la  separación y  caracterización del
tamaño de una gran variedad de nanomateriales con diferentes composicionesa, tamaños y formas. El
FFF separa las partculas por tamaños y en la mayoría de los casos es necesario un pretratamiento de
la muestra antes de la separación.  9a,15  Una de las técnicas de fraccionamiento más utlizadas es el
fraccionamiento de campo de fujo asimétrico (AF4). El AF4 nos permite separar las partculas según
su tamaño  idrodinámico a través de una membrana de ultrailtración aplicando un fujo cruzado. La
separación depende del coeiciente de difusión de partculas. Las partculas más pequeñas tenen
mayores coeicientes de difusión por lo que se eluyen antes que las partculas más grandes. Se puede
usar  para  separar  Nps  de  matrices  complejasa,  permite  separar  analitos  de  un  amplio  rango  de
tamañosa, pero no puede distnguir el tpo de analito.  16a,17a,18
Las técnicas electroforétcas   se basas en la separación de especies cargadas según su formaa, tamaño
y  supericie.  Ofrecen  una  caracterización  isicoquímica  de  las  NP  para  diagnóstcoa,  imagen  o
aplicaciones  terapéutcas.  Dado  que  los  métodos  electroforétcosa,  en  formatos  capilar  o
microfuídicoa, proporcionan un alto poder de resolución con tempos de análisis cortosa, requieren un
bajo consumo de muestra y producen un desperdicio reducidoa, y ofrecen separaciones en solución
libre que permiten imitar condiciones in vivo.9a,19
La  cromatografa  idrodinámica  (HDC) nos permite la separación de las partculas por su tamaño
debido al gradiente de velocidades generado dentro del capilar.  Una ventaja importante de HDC
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sobre otras técnicas de separación por tamaño es su alta fexibilidad y robustez. Se pueden separar
NPs incluso en matrices complejas pero con bajo poder de resolución. La separación por tamaño es
independiente del caudala, la composición del eluyente y la carga supericial.9a,20a,21
Es necesario combinar todas estas técnicas para poder obtener toda la información. 
En este trabajo nos  emos centrado en el empleo de las técnicas de espectroscopia de absorción
atómica en llama (EAA-llama) y Espectrometría de masas con plasma acoplado inductvamente (ICP-
MS)
1.1.1 ICP-MS
La técnica de ICP-MS es muy importante en el análisis elemental al tener bajos límites de detección
para la mayoría de los elementosa, alto grado de selectvidad y buena precisión y exacttud. Con esta
técnica se  a conseguido determinar el 90% de los elementos de la tabla periódica. Se consiguen
límites de detección de 0a,0001 a 0a,01 mgL-1 y tempos de medida de 10s por elemento.
La  introducción  de  las  muestras  se  realiza  en  forma de  disolución  mediante  un  nebulizador.  El
atomizador y el ionizador es de plasma acoplado por inducción.
Se puede utlizar para realizar determinaciones cualitatvasa, semicuanttatvas y cuanttatva de una o
más elementos en muestras.22 La  técnica  de ICP-MS no proporciona información sobre la  forma
fsico-química del elementoa, tamaño o agregación. Estas limitaciones se solucionan utlizando el ICP-
MS como detector acoplado a una técnica de separación contnua como son el fraccionamiento del
fujo de campoa, cromatografa  idrodinámica y electroforesis capilar.9
Con  ICP-MS  se  pueden  utlizar  los  dos  isótopos  naturales  de  Ag.  Las  posibles  interferencias
espectrales para el isótopo Ag107 son los iones de Ar-Gaa, Ar-Zna, Ar-Gea, Zr-Oa, Sr-O y Y-O. En el caso del
isótopo Ag109 por la presencia de los iones Ar-Gaa, Ar-Gea, Nb-Oa, Zr-Oa, y Mo-O.  23
Debido a las buenas prestaciones que tene la técnica ICP-MSa, se utliza para cuanticar AgNps en
numerosos estudios. Se  a utlizado para realizar  estudios de determinación de contenido total de
AgNps en muestras biologicas.24a,25a,26 Wu M et al.,27  estudiaron mediante ICP-MS la absorción celular
de AgNps y como afecta el tamaño de las partculas a esta absorción.
En los últmos años se  a utlizado sp-ICP-MS para llevar a cabo estudios de distribución de tamaños
de  Nps.  La  técnica  nos  permite  detectara,  cuanticar  y  caracterizar  partculas  en  suspensiones
líquidasa, cuanticarlas. El SP-ICP-MS se basa en el  ec o de que cada partcula registrada es una
partcula individual. La intensidad neta de cada partcula es proporcional al número de átomos del
elemento a medir y por lo tanto a la masa del elemento por partcula. Si se conoce la composicióna,
forma y densidad también es proporcional al tamaño de la partcula.13 
Vidmar et al.,28 estudiaron distntos métodos de preparación de muestras en tejidos  umanos para
deterterminar la concentración de masa y número y la distribución de tamaño de los AgNP AgNps
usando esta técnica.  Roman, M et al.,29realizaron un método para estudiar los procesos en los que
intervienen AgNps en el plasma y sangre  umana usando la cromatografa  idrodinámica acoplada
con sp-ICP-MS.  
1.1.2 EAA-Llama
La espectroscopia de absorción atómica en llama permite la identicación cuanttatva de más de
sesenta metales. Los límites de detección están en el intervalo de 0a,001 a 0a,02 mgL -1.
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Se utliza un atomizador de llama para la atomización.  A la  llama llega una solución de muestra
nebulizada mediante  un fujo de  oxidante  gaseoso  mezclado con  un combustble  gaseoso.  Es  el
método más reproducible de introducción de muestra líquida en espectroscopía de absorción pero
tene una menor eiciencia de muestreo.
Los átomos que se  an formado son irradiados con una lámpara de cátodo  ueco. La lámpara está
formada por un ánodo de tungsteno y un cátodo construido del metal del que queremos  acer la
determinación. Estos se encuentran en un tubo de vidrio lleno con gas neón. La lámpara emite luz a
una  determinada  longitud  de  onda  en  función  del  elemento  químico  que  se  quiera  medir.  Los
cátodos  de algunas  constan de  una  mezcla  de  varios  metales  y  permiten identicar  más  de un
elemento.22
La determinación directa de iones metálicos en algunas muestras por EAA-llama es difcil debido a la
baja sensibilidad. A menudo es necesario  acer procedimientos de preconcentración. En el caso de la
plata se realizan extracciones líquido-líquidoa, extracción del punto de nubosidada, extracción en fase
sólida y microextracción líquido-líquido dispersiva. 23a,30
No  ay muc as referencias de determinaciones de AgNps con EAA-llama. En el estudio realizado por
Wu, Hz et al.,31  se determino AgNps en muestras de agua del medio ambiente mediante EAA-llama
usando una microextracción líquido-líquido dispersiva.  Choleva, TG et al.,32 realizaron un método
para cuanticar AgNps en muestras ambientales utlizado EAA y una microextracción en en fase
líquida. 
1.2 Determinación del contenido total de especies de plata en muestras biológicas.
En este trabajo para realizar la determinación del contenido total de especies de plata en muestras
de  suplementos  alimentcios  para  cerdos  se  van  a  emplear  las  técnicas  de  espectroscopia  de
absorción atómica y Espectrometría de masas con plasma acoplado inductvamente.
Antes de realizar la determinación en muestras biológicas es necesario  acer una digestóna, para que
se produzca la disolución de la muestra y la degradación de la matriz. Se utlizan ácidos oxidantes y
un ataque en abierto o por microondas. Para realizar el ataque en abierto se utliza un sistema de
calentamiento convencional  a presión atmosférica mientras que en el ataque por microondas se
utliza un  orno de microondas con el que se pueden alcanzar mayores temperaturas al controlar la
presión.9
La estabilidad de las soluciones con plata se puede ver afecta por la luza, el pHa, la temperatura y el
material  de  recipiente.  Esto  puede  provocar  pérdidas  debido  a  la  precipitacióna,  formación  de
coloides y sorción. Las muestras con bajas concentraciones de Ag no son estables en ausencia de
ácido nítrico. Se puede producir  la  precipitación de la  plata en forma de AgCl cuando  ay iones
cloruro en concentración no suicientemente altas. 23
En diferentes estudios para realizar la determinación del contenido total de plata mediante ICP-MS y
EAA se realizó un ataque por microondas o en abierto con HNO3 y H2O2.12a,25a,26a,33a,34a,35 En los trabajos de
Veverková,L et al.,23 y  Daskalakis, KD. et al.a,36 se observó que el uso de H2O2 solo aumentaba las
recuperaciones cuando se utlizan muestras con un alto contenido de grasa. Con el resto de muestras
no afecta signiicatvamente a las recuperaciones. Si que se observó que añadir HCl mejoraba las
recuperaciones. La adición de HCl a alta concentración mejora las recuperaciones ya que favorece la
formación de los complejos solubles de AgCl2- y AgCl32- y que la plata no precipite en forma de AgCl.
23a,37 
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1.3  Estudios  de  liberación  de  especies  de  plata  a  partr  de  muestras  alimentcias  en
procesos de "digestón in iitro".
Como se   a dic o anteriormente las AgNps son usadas en la  industria  alimentaria  como aditvo
debido a sus propiedades antbacterianas. Este uso  a provocado que aumente la preocupación de
los posibles efectos tóxicos de las AgNps al organismo debido a su exposición prolongada.37
Los experimentos in vitro son utlizados debido a que son más rápidosa, más baratosa, más simples y no
tenen restricciones étcas en comparación con los experimentos “in vivo” . Los métodos "in vitro"
son empleando para estudiar diferentes cuestones como la digestbilidad y la bioaccesibilidad de
diferentes productos. Suelen incluir las fases orala, gástrica e intestnal. Con los métodos in vitro se
intenta  recrear  las  condiciones  isiológicas  "in  vivo"  con  los  tempos  de  digestóna,  pHa,  enzimasa,
concentraciones de sal...38a,39
Los modelos “in vitro” pueden ser estátcos y dinámicos. Los modelos estátcos intentan simular la
mayoría de los parámetros isiológicos de las diferentes partes de la digestón. Pero en ellos no se
recrea el  fujo  de los  alimentos en tempo real  a  través  de las  distntas  fasesa,  que puede tener
impacto en la descomposición de alimentosa, partculas y liberación de nutrientes.
Los modelos dinámicos están más cerca de la realidada, nos da información acerca de la infuencia de
los  fujos  dinámicosa,  secreciones  corporalesa,  pHa,  temperatura  y  microbiota.  Existen  pocos
simuladores de este tpo de digestón in vitro debido a su alto costea, uno de ellos es simgi®.Con este
simulador se  a demostrado que el tamaño y morfología de las AgNps cambia durante la digestón
debido a cambios en el pH y composición del fuido. Además de que los nanomateriales no alteran la
composición y actvidad metabólica de la microbiota intestnal.33
En el 2014 Minekus y sus colaboradores publicaron un protocolo de digestón in vitro estátco cuyo
objetvo era mejorar la comparación de datos experimentales entre laboratorios. En este protocolo
se establecen unas condiciones básicas cercanas a la situación isiológica.38a,39
Las  entradas  más  probables  de  las  AgNps  al  organismo  son  por  la  cavidad  oral  y  el  tracto
gastrointestnal .Las Nps a través de los fuidos pueden actuar sobre la capa mucosa y trasladarse al
fujo sanguíneo. Una vez en el fujo sanguíneo puede cruzar el epitelio y llegar a los órganos. Se  a
observado que las AgNps de un diámetro inferior a 100 nm son absorbidas por endocitosis en la
células epiteliales. Las AgNPs pueden causar estrés oxidatvoa, daño al ADN e infamaciones. Por lo
que la mayoría de los estudios sobre los efectos tóxicos se centran en la absorción intestnal y en la
interacción con las distntas células.6a,40 
La  interacción  de  las  AgNps  con  los  distntos  fuidos  mediante  interacciones  electrostátcas  e
 idrofóbicas  pueden  generar  cambios  en  las  propiedades  originales  de  las  AgNps.  La
biodisponibilidad de las AgNps durante la digestón depende en parte del tamaño de partcula iniciala,
la forma y el recubrimiento de la supericie. Todas estas propiedades infuyen en la composición
químicaa, solubilidad y agregación durante la digestón. Durante las diferentes etapas debido a los
cambios  de  temperaturaa,  pH y  concentraciones  de  sales  y  enzimas   ay  una modiicación fsico-
química de AgNp. 37a,40a,41a,42
Cuando las AgNps entran en contacto con los fuidos  ay un aumento de su tamaño inmediatamente.
El crecimiento se debe a los iones de las sales que aumentan la fuerza iónica del medio y provocan la
agregación de las nanopartculas.
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Mediante la microscopía electrónica de transmisión se  a observado que se producen interacciones
proteína-nanopartculas durante la digestón. Las interacciones dependen del tamaño de las AgNpsa,
pH y del tpo de proteína. Las AgNps adsorben por su supericie las proteínas lo que provoca cambios
en las propiedades supericiales y se genera un recubrimiento llamado corona proteica. La formación
de la corona proteína depende de la competencia entre las distntas proteínas.37
Los  componentes  alimentcios  con  los  que  están  las  AgNps  en  los  alimentos  experimentan  una
transformación fuerte durante la digestón que también pueden afectar a la distribución de tamaños
de las nanopartculas y a su estado de agregación.40
Durante la fase gástrica  ay un cambio morfológico de las AgNpsa, esto se debe a la formación de AgCl
en la supericie de la partcula. Las AgNps se aglomeran y liberan iones de Ag+  por oxidación en
presencia de medio ácido. Debido a la presencia de cloruros se forma AgCl en las supericie de las
partculas.
Esto  ace que el número de partculas disminuya en la digestón gástrica y luego vuelva a aumentar
en la digestón intestnal.  La conversión a AgCl está infuenciado por el tamaño de partcula. Las
AgNps  más  pequeñas  muestran  una  mayor  conversión  a  AgCl  que  las  partculas  de  plata  más
grandes. Esto se debe a la cinétca de liberación de Ag+ que se explica con el área supericiala,  las
nanopartculas tenen una mayor área supericial.
La  presencia  de  metales  o  especies  coordinantes  de  iones  metálicos  que  se  encuentran  en  los
alimentos también pueden infuir en la solubilidad de la Ag.41
2. Objetios y planteamiento del trabajo.
El  objetvo  de  este  trabajo  es  la  caracterización  de  AgNps  y  especies  derivadas  en  aditvos
alimentcios mediante el uso de las técnicas analítcas ICP-MS y EAA-llama. 
Los objetvos especiicos del trabajo se describen a contnuación: 
• Búsqueda de información bibliográica relacionada con Nps y con AgNpsa, sobre su determinación
en muestras biológicas mediante las técnicas de detección atómica EAA-llama y ICP-MS y estudios de
liberación en procesos de "digestón in vitro". 
• Determinación de pH y conductvidad de la muestra suspendida en medio acuoso. 
•  Determinación del contenido total de especies de plata en suplementos alimentcios para cerdos
mediante ICP-MS. Realización de la determinación mediante un ataque en abierto y por microondas
y comparación de los dos ataques. 
• Determinación del contenido total de Ag liberada a partr de suplementos alimentcios para cerdos
tras lixiviación en agua mediante EAA-llama e ICP-MS. 
•  Determinación  de  especies  de  plata  liberadas  tras  el  proceso  de  digestón in  vitro  (con  y  sin
centrifugación) mediante EAA-llama a partr de patrones de Ag(I) y AgNps. 
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3. Parte experimental
3.1 Instrumentación: Aparatos y materiales
3.1.1 Instrumentos.
 Balanza de precisión PL-2001-La, precisión de ± 0a,1 mg. 
 Medidor de pH micropH 2001 (Crisona, Barcelonaa, España).
 Sonda Conductvidad (Hanna Instriments) 
 Espectrofotómetro  de  absorción  atómica  en  llama  Perkin  Elmer  2380  (Perkin  Elmera,
Massac usetsa, EEUU.) 
 Espectrofotómetro de absorción atómica en llama Perkin Elmer Aanalyst 200 (Perkin Elmera,
Massac usetsa, EEUU.) 
 ICP-MS Elan DRC-e Pekin Elmer (Perkin Elmera, Massac usetsa, EEUU.)
 ICP-MS NexION 2000 Pekin Elmer 
3.1.2 Aparatos 
 Micropipetas 50-1000 µL ( BIOHIT PROLINE y bibby Sterilin) 
 Baño de Ultrasonidos (JP Selecta S.A.a, Barcelonaa, España) 
 Centrifuga Multfuge X1R (T ermo Fis er Scientica, Massac usetsa, EEUU) 
 Incubadora (OVANa, Barcelonaa, España). 
 Sistema de agitación rotatorio Heidolp . 
 Reactor microondas 
3.1.3 Materiales 
 Tubos Falcon de 15 y 50 mL. 
 Vasos de precipitadosa, botes de plástco y recipientes de plástco de distntos volúmenes. 
 Cuentagotas de plástco. 
 Espátula de laboratorio. 
 Tubos eppendorf de 2 mL. 
 Frasco lavador de plástco. 
 Vasos de Tefón. 
3.2 Reactios, disoluciones patrón y muestras.
3.2.1 Reactios
 Ácido nítrico (HNO3) 69-70% (J.T. Bakera, P illipsburga, EE.UU.) 
 Ácido clor ídrico (HCl) (J.T. Bakera, P illipsburga, EE.UU.) 
 Agua MiliQ obtenida a partr de agua tratada con un puriicador Millipore (modelo Q-PODa,
Milipore Corporatona, Massac usetsa, EEUU) 
 CaCl2  (Sc arlaua,Barcelonaa, Spain)
 NaOH (Sc arlaua,Barcelonaa, Spain)
 Pepsina (Sigma Aldric a, St.Louisa, USA)
 Pancreatna (Sigma Aldric a, St.Louisa, USA)
 Bilis  (Sigma Aldric a, St.Louisa, USA)
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3.2.2 Patrones
 Plata estándar de 994±3 mglL (Sigma-Aldric  C emiea, Sten eima, Alemania)
 Patrón de R  de 1001 ± 6 mglL (Fluka Analytcala, Suiza) 
 40 nm Silver Nanosp eresa, Bare (citrate). Nanoxact 0a,02 mglmLa, 25 mL (Nanocomposixa, San
Diegoa, EE.UU. 
El estándar de nanopartculas se debe de sonicar antes de utlizarlo durante al menos 5 minutos para
evitar su aglomeración.
3.2.3 Muestras 
Se  a trabajado con diferentes muestras de suplementos alimentcios  para cerdos.  Las muestras
utlizadas son: 
 Pienso control (No contene AgNps ni antbiótco) 
 Pienso con plata (Se le  a añadido caolín que contene AgNPs)
 Pienso con antbiótco 
 Pienso con plata mas antbiotco. 
El material usado para preparar las muestras y las disoluciones de patrones se sumerge previamente
en una disolución al 10% (vlv) de HNO3 en agua MilliQ durante 24 . Transcurrido el tempo se lava
con agua ultrapura y se deja secar al aire. 
Las  disoluciones  se  prepararon  por  pesada  en  la  balanza  de  precisión  para  poder  calcular  con
exacttud las concentraciones ya que las micropipetas tenen una elevada incertdumbre. Para ello se
 a considerado que la densidad de las disoluciones es 1 g mL-1 . 
3.3 Procedimientos
3.3.1 Estudios preliminares sobre la muestra: pH y conductiidad.
Para llevar a cabo este estudio se preparó suspensiones de muestra en agua Mili-Q. Se pesó 50 mg de
muestra y se llevó  asta un volumen de 50 mL. Los pesos exactos se muestran en la tabla A1 de
Anexos.
Las muestras utlizadas fueron: pienso controla, pienso con plataa, pienso con antbiótco y pienso con
plata y antbiótco. Se  izo dos réplicas de cada muestra. Se dejó agitar durante 1  ora y se midió el
pH y la conductvidad.
3.3.2 Determinación del contenido total de Ag en suplementos alimentcios para cerdos
mediante ICP-MS.
3.3.2.1 Ataque en abierto.
Para determinar el contenido total de plata en los piensos se  izo un ataque ácido con una mezcla de
7 HNO3 · 3 HCl. Para ello se añadió 0a,1 g de muestra a los vasos de tefón y se añadió 10 mL de la
mezcla ácida. Las muestras utlizadas fueron el pienso control y el pienso con plata. Se  icieron dos
réplicas de cada muestraa, un blancoa, una recuperación del ataque en blancoa, y una recuperación del
ataque del pienso con plata. Para  acer las recuperaciones  ay que añadir la misma cantdad de plata
que tene la muestra. La muestra de pienso con plata tene  en torno 0a,017 mg de Ag por gramo de
piensoa, por lo que añadimos 0a,17 ml de una disolución de Ag+ de 10 mgL-1 preparada a partr del
patrón comerciala, además del peso de pienso correspondiente.
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Una vez añadida la mezcla ácida a los vasos de tefóna, se llevó a un baño de arena para calentarlo y
favorecer el ataque. Estas disoluciones se tuvieron en caliente  asta que dejaron de salir vapores de
color  anaranjadoa,  que  corresponden  a  vapores  de  nitrosoa,  ya  que  en  ese  momento  termina  el
ataque.
Una vez concluido el ataque se transvasa el producto que quedó en los vasos de tefón a tubos de 15
mL que se completaron con HCl al 3%. Estos tubos se llevaron a centrifugar 17 min a 5000 rpm. Con
ello conseguimos que en el sólido queden las partculas de un tamaño mayor a 0a,2 µm.
Para poder medir en el ICP-MS se  izo una dilución de las muestras para tener una concentración de
plata de 5 µgL-1 . Para ello se cogio 0a,7 mL del sobrenadante tras la centrifugación y se llevó a un
volumen inal de 15 mL con un diluyente formado por un 2% de HNO3 y un 6% de HCl en agua Mili-Q.
A parte de estas 7 muestras se preparó un blanco (diluyente)a, una recuperación de la medida del
pienso control y del pienso con plata. Para preparar las recuperaciones de la medidaa, se cogio de una
de las muestras de control y de una de las muestras de pienso de plata 0a,7 mL del sobrenadante tras
la centrifugacióna, se añadió 7a,5 µL de una disolución de Ag+ de 10 mgL -1  preparada a partr del
patrón comercial y se llevaron a un volumen inal de 15 mL con un diluyente formado por un 2% de
HNO3 y un 6% de HCl en agua Mili-Q.
Para llevar a cabo la determinación mediante ICP-MS se preparó una recta de calibrado de Ag+ con
1% de HNO3 de concentraciones: 1 ; 5 ; 10 y 15 µgL-1 . También se preparó una disolución de Rodio de
10 µgL-1  con HNO3 al 1% a partr del patrón comercial. La disolución de R  es utlizada como patrón
interno para  acer la calibracióna, de esta forma se corrige posibles efectos de imprecisión.
3.3.2.2 Ataque por microondas. 
Para determinar el contenido total de plata en los pienso mediante un ataque ácido por microondasa,
las muestras utlizadas fueron las mismas que en el ataque en abiertoa, el pienso control y el pienso
con plata. En vasos de tefón se añadió 0a,1 g de muestraa, 7 mL de HNO 3 y 3 ml de HCl. Se  icieron tres
replicas  de  cada  muestraa,  un  blanco  de  ataquea,  una  recuperación  del  ataque  en  blancoa,  una
recuperación de ataque y una recuperación de medida del pienso con plata . Las recuperaciones
fueron preparadas añadiendo 0a,17 ml de una disolución de Ag+ de 10 mgL-1  preparada a partr del
patrón comercial. 
Una vez pesadas las muestras y añadidos los reactvos correspondientesa, se cerraron los vasos de
tefón  y  se  introdujeron  en  el  microondas.  El  ataque  en  microondas  permite  alcanzar  mayores
temperaturas y que sea más rápido. La digestón se realizo a 200ºCa, 800 psi durante 30 min. 
Una vez concluido el ataque se transvasa el producto de los vasos de tefón a tubos de 50 mL que se
completaron con HCl al 3%. De acuerdo al trabajo de Abad-Álvaro Et al .43 para la determinación total
de Ag en muestras en vivo estas son las condiciones ideales. Estos tubos se llevaron a centrifugar 17
min a 5000 rpm. Con ello conseguimos que en el sólido queden las partculas de un tamaño mayor a
0a,2 µm.
Para  poder  medir  en  el  ICP-MS  se   izo  una  dilución  de  las  muestrasa,  se  cogio  7a,4  mL  del
sobrenadante tras la centrifugación y se llevó a un volumen inal de 50 mL con HCl al 3%. 
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El sofware empleado para realizar la determinación mediante ICP-MS es ELAN. Antes de realizar la
determinación  ay que  acer una optmización con una disolución recomendada por el fabricante
que contene Ina, Ua, Mga, Ba y Ce. Con esta optmización se consigue tener una buena sensibilidad y
unos niveles de oxidos e iones divalentes bajos. Para considerar unas condiciones adecuadas los
niveles de CeO y Ba2+ tenen que ser inferiores al 3%. 
Después de realizar esta optmización  ay que seleccionar el elemento a medira, en nuestro caso los
dos isótopos de plata. Hay que  acer otra optmización para selecionar el voltaje de la lente y el fujo
de gas del nebulizador para tener las mejor sensibilidad posible pero en este caso se  ace con una
disolución  de  Ag+ de  10  μgL-1 al  1%  de  HNO3  .Las  condiciones  instrumentales  empleadas  para
determinar la cantdad de plata liberada tras el ataque mediante ICP-MS se encuentran en la tabla
B.2.1 de Anexos. 
3.3.3 Determinación de la cantdad de Ag liberado en agua mediante EAA-llama e ICP-MS.
Para determinar la cantdad de Ag liberada procedente de suplementos alimentcios para cerdos en
medio acuoso se realizan ensayos de lixiviación. Para ello se mantene la muestra en contacto con
agua Mili-Q y en agitación durante diferentes tempos.
Para realizar los diferentes ensayos se preparó las muestras con 50 mg del pienso con plata en 50 mL
de agua MiliQ. Se preparó dos réplicas para cada uno de los ensayos y un blanco.
Las disoluciones se mantuvieron en agitación durante distntos tempos (10 mina, 1 a, 4 a, 24 a, 48 )a,
para saber qué cantdad de plata se libera con el tempo. Una vez concluido el tempo de cada ensayo
se llevó a centrifugar a 5000 rpm durante 17 min para eliminar la presencia de sólidos superior a 0a,2
µm.
Para llevar a cabo la determinación mediante EAA-llama se preparó una recta de calibrado de Ag+
con 1% de HNO3  de concentraciones: 0; 0a,5 ; 1 ; 2 ; 3 y 4 mgL -1. Para elloa, se realizó una dilución
intermedia de Ag+ de 100 mgL-1 con 1% de HNO3 a partr del patrón comercial. De esta disolución se
tomaron 0; 0a,075; 0a,15; 0a,3 ; 0a,45 ; 0a,6 mL y se enraso  asta 15 mL con HNO3 al 1%. Los pesos exactos
se  encuentran  en  la  tabla  C.1.1  de  Anexos  . Las  condiciones  instrumentales  empleadas  para
determinar la cantdad de plata liberada tras la lixiviación mediante EAA-llama se encuentran en la
tabla C.1.2 de Anexos. 
Para llevar a cabo la determinación mediante ICP-MS se preparó una recta de calibrado de Ag+ con
1% de HNO3 de concentraciones: 0; 1 ; 5 ; 50 y 100 µgL-1. Para elloa, se realizó una dilución intermedia
de Ag+ de 1 mgL-1 al 1% de HNO3 a partr del patrón comercial. De esta disolución se tomaron 0; 0a,05;
0a,25;  2a,5  y  0a,5  mL  y  se  enraso   asta  15  mL  con  HNO3  al  1%.  Las  condiciones  instrumentales
empleadas  para  determinar  la  cantdad de  plata  liberada  tras  la  lixiviación  mediante  ICP-MS se
encuentran en la tabla C.2.1 de Anexos. 
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3.3.4 Determinación de la cantdad de Ag liberado en procesos de digestón in iitro a partr
de patrones de Ag(I) y AgNps.
La determinación se  izo de acuerdo con el protocolo de digestón de de Minekus y col. (Minekus et
al., 2014)39 que fue modiicado para cerdos por Egger y col. (Egger et al., 2017)38 
Para cuanticar la cantdad de Ag liberada en la digestón se preparó los fuidos simulados (orala,
gástrico e intestnal) y las disoluciones de enzimas (pepsina porcinaa, pancreatna y bilis) antes de
empezar a preparar las disoluciones de digestón.
En la preparación de los 3 fuidos simuladosa, oral (SSF)a, gástrico (SGF) e intestnal (SIF) se añadió las
sales recogidas en la siguiente tabla: 
Tabla 1: Composición de los fuidos simulados.
Sales SSF (mL) SGF (mL) SIF (mL)
KCl (37a,5 g L-1) 15a,1 6a,9 6a,8
KH2PO4 (68 g L-1) 3a,7 0a,9 0a,8
NaHCO3 (84 g L-1) 6a,8 12a,5 42a,5
MgCl2 · (H2O)6 (30a,5 g L-1) 0a,5 0a,4 1a,1
NaCl (117 g L-1) 11a,8 9a,6
(NH4)2CO3 (48 g L-1) 0a,06 0a,5
Se prepararon 400 mL de cada fuido. Una vez añadidas las sales se añadió agua Mili-Q  asta los 400
mL.  El  pH óptmo para  cada fuido es 7 para SSFa,  3 para  SGF y  7  para  SIF.  Para llevarlos  al  pH
adecuado se utlizó NaOH 1M y HCl 3M.
Estos  fuidos  estaban  preparados  previamente  en  el  laboratorio  por  lo  que  no  fue  necesario
realizarlos.
Las disoluciones de enzimas necesarias para llevar a cabo el proceso de digestón se prepararon con
agua Mili-Q y se recomienda que estén a 37ºC. Las concentraciones de cada disolución son:
 Pepsina porcina: 25000 U mL-1a, se añaden 4a,4 mg de pepsina porcina en 10 mL de agua Mili-Q
 Pancreatna: 800 U mL-1a, se añaden 4 g de pancreatna en 40 mL de agua Mili-Q.
 Bilis: 160 mMa, se añaden 1a,25 g de bilis en 10 mL de agua Mili-Q.
Cuando las disoluciones de enzimas y los fuidos simulados estuvieron preparadosa, se comenzó a
preparar las disoluciones de digestón. La muestras utlizadas en este proceso son los patrones de
Ag(I) y AgNps. Para la Ag(I) se preparó un dilución intermedia de 100 mgL -1  con HNO3 al 1% a partr
del patrón comercial de 1000 mgL-1 .
En  cada  una  de  los  procesos  de  digestón  se  añadió  diferentes  salesa,  fuidos  y  enzimas  cuyas
cantdades se muestran en la siguiente tabla:
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Tabla 2: Composición de las disoluciones de digestón.
Oral (mL) Gástrico (mL) Intestnal (mL)
SSFlSGFlSIF 3a,5 7a,5 11
CaCl2 · (H2O)2 0a,025 0a,005 0a,04
Pepsina porcina - 1a,6 -
Bilis - - 2a,5
Pancreatna - - 5
HCl - 0a,2 -
NaOH - - 0a,15
Las cantdades de muestra que tene que  aber la fase oral es de 1 mgL -1 para las AgNps y 5 mgL-1
para la Ag(I). Como el volumen inal de estas fase fue de 10 mLa,  ay que añadir 0a,5 mL de AgNps o de
la disolución de Ag(I) de 100 mgL-1. El volumen inal de la disolución de la segunda fase fue 20 mL y el
de la tercera 40 mL que se completó con agua Mili-Q. Los pesos exactos se encuentran en las tabla
D1a,D3a,D5a,D7 y D9 de Anexos. 
Una vez se preparó las disoluciones de digestón se meteron en la incubadora a 37ºC en agitación a
99 rpm. La primera etapa se dejo 2 minutosa, la segunda 2  oras y la tercera 2  oras más. Tras cada
etapa y antes de añadir los componentes de la siguiente fasea, se sonicaron las disoluciones durante 5
minutos.
Una vez acabado el tempo de la fase y antes de medir se centrifugo las disoluciones de digestón
durante 17 min y 5000 rpm. Tras la centrifugación se cogió 6 mL del sobrenadante y se llevó a un
tubo de 15 mL. Las disoluciones se deben medir en el mismo día.
Para llevar a cabo el análisis mediante EAA-llama se preparó una recta de calibrado de Ag+  con 1% de
HNO3 de concentraciones: 0; 0a,25 ; 1 ; 3 ; 5 y 7 mgL -1. Para elloa, se realizó una dilución intermedia de
Ag+ de 100 mgL-1 con 1% de HNO3  a partr del patrón comercial. De esta disolución se tomaron 0;
0a,037; 0a,15; 0a,45 ; 0a,75 ; 1a,05 mL y se enraso  asta 15 mL con HNO3  al 1%. Los pesos exactos se
encuentran en la  tabla D11a, D13 y D15 en Anexos.  Los  parámetros  analítcos de estas rectas se
encuentran en las tablas D12a, D14 y D16. 
Antes de realizar la determinación mediante EAA-llama  ay que optmizar el espectrofotómetro para
trabajar con las condiciones adecuadas. Hay que optmizar la longitud de ondaa, la  intensidad de
corrientea, anc ura de rendija  del  monocromadora,  la posición del quemador y de la lámpara. Los
parámetros instrumentales empleadas para determinar la cantdad de plata liberada después de la
digestón mediante EAA-llama se encuentran en la tabla D17 de Anexos. 
4. Resultados y discusión.
4.1 Estudio preliminar sobre las muestras: pH y conductiidad.
Para llevar a cabo este estudio como se indica en el punto 3.3.1 se  izo una lixiviación en agua de las
muestras  de  pienso  durante  1   ora.  Transcurrido  este  tempo  se   icieron  3  medidas  de  cada
muestra. En la siguiente tabla se muestran las media y DSR de cada muestra.
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Tabla 3: Medidas de pH y conductvidad.
Muestra pH DSR % Conductvidad (µs cm-1) DSR %
Agua Mili-Q 5a,53 0a,18 378 0a,3
Pienso control 6a,31 0a,90 70 5a,11 
Pienso con plata 5a,83 1a,2 60a,3 5a,41 
Pienso con antbiótco 6a,23 1a,1 59a,8 19a,6 
Pienso con plata y
antbiótco 5a,44 9a,6 60a,3 5a,41 
La conductvidad del agua Mili-Q es de 378 µs cm-1a, un valor bajo que es debido a la baja cantdad de
iones que tene. La lixiviación de las muestras de pienso en el agua  ace que disminuya el valor de la
conductvidad. 
Las muestra de pienso con plata y antbiótco tene un pH ligeramente más ácido que el agua Mili-Qa,
mientras que la muestra de pienso controla, pienso con plata y pienso con antbiótco tenen un pH
ligeramente más básico. 
4.2 Determinación del contenido total de especies de plata en suplementos alimentcios
para cerdos.
En los  dos  ataques  se  realizó  la  determinación  mediante  ICP-MS y  se  utlizó  la  misma recta  de
calibrado. Aunque se midieron los dos isótopos de Aga, la recta de calibrado usada es las del isótopo
de plata  107Ag con patrón interno. Los pesos y concentraciones utlizadas para realizar la recta de
calibrado y las intensidades obtenidas se recogen en la tabla B1 de Anexos. Los parámetros analitcos
y la gráica de la recta de calibrado se muestran en la tabla B2 y gráica B1 de Anexos. 
La recta es: y= 294,1x + 0,0045       R2 = 0,9999
4.2.1 Ataque en abierto
En la tabla B.1.1 de Anexosa, se muestra la tabla con los pesos y concentraciones teóricas de las
muestras. En la tabla B.1.2 de Anexos se muestran los resultados de concentración y recuperación
obtenidos para las distntas muestras analizadas. En el gráico 1 observamos las recuperaciones del
blancoa, del ataque de la muestra pienso con plataa, de la medida de la muestra pienso con plata y de
la medida de la muestra pienso control. 
Gráfico 1: Recuperaciones del ataque en abierto. 
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Como se observa la recuperación para el blanco es próxima al 100% (ligeramente superior) luego no
 ay pérdidas de Ag. La recuperación de la medida del pienso plata está en torno al 75% y la del
pienso control al 120% lo que indica que al adicionar la plata después del ataque no  ay problema de
pérdidasa, sino que la pérdida de la Ag se produce durante el ataque como muestra la recuperación
del ataque de muestra que es 31a,01%.
Que los valores de concentraciones sean tan diferentes entre sí  para las dos muestrasa, pienso plata 1
y pienso plata 2 se puede deber a diferentes causas.  El  ataque de las diferentes muestras duro
diferente tempo y se les tuvo que añadir diferentes cantdades de mezcla ácida. También durante el
ataque se puede perder muestra con los vapores que se producen y se condensan en los vidrios de
reloj.  Por estas causas el  ataque no es igual  en todas las muestras y  no se obtenen resultados
reproducibles para la misma muestra. 
Los resultados de las dos réplicas diferentes para una misma muestra son imprecisos. Esto se puede
observar con los valores de la SD o DSR de las concentraciones para la muestra del pienso control y
del pienso con plata que se muestran en la siguiente tabla: 
Tabla 4: Concentraciones obtenidas de los piensos con sus desviaciones.
Muestra Concentración mg g-1 SD DSR
Pienso control 1a,802x10-3 0a,0004 24a,2%
Pienso con plata 4a,426x10-3 0a,0028 62a,8%
4.2.2 Ataque en microondas
En la  tabla B.2.2 de Anexos se muestra la  tabla con los pesos y concentraciones teóricas de las
muestras.  Los  resultados de  concentración y  recuperación obtenidos para  las  distntas  muestras
analizadas se recogen en la  tabla B.2.3 de Anexos. En el gráico 2 se muestras las recuperaciones del
blancoa, de la medida de la muestra pienso con plata y del ataque de la muestra pienso con plata. 
Gráfico 2: Recuperaciones del ataque por microondas.
Observamos que todas las recuperaciones son elevadas. La recuperación del blanco es próxima al
80%a,  ay algo de pérdida de Ag. La recuperación de la medida está entorno al 80% lo que indica que
al adicionar la plata después del ataque no  ay problema de pérdidas. La recuperación del ataque es
mayor que en el ataque en abiertoa, es próxima al 70% por lo que en este caso no tenemos perdidas
de Ag en el ataque. En el gráico 3 se muestran las concentraciones obtenidas para las tres réplicas
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diferentes del pienso con plata. En la tabla 5 se recogen los valores de concentración media obtenida
a partr de las 3 réplicas distntas y sus desviaciones estándar.
Gráfico 3: Concentraciones de la muestra de pienso con Ag obtenidas tras el ataque por microondas. 
Tabla 5: Concentraciones obtenidas de los pienso con sus desviaciones.
Muestra Concentración mg g-1 SD DSR %
Pienso control 8a,121 x10-5 8a,938 x10-5 0a,01
Pienso con plata 0a,01239 0a,0004 3a,02
La concentración medida de la muestra a del pienso con plata es de 0a,01239 mg g -1. La DSR de las
medidas es muy pequeña comparado con las medidas realizadas con el ataque en abierto donde las
medidas diieren muc o. Ocurre lo mismo con la muestra de pienso controla, la DSR es muc o más
pequeña que en el caso del ataque en abierto. 
4.3 Estudio de liberación de especies de plata a partr de suplementos alimentcios para
cerdos en medio acuoso.
4.3.1 Determinación por EAA-llama
Para la cuanticación de la Ag total se utlizó una calibración externa. Para la estabilidad de la plata
es necesario añadir a los patrones una concentración de 1% de HNO3. Se  a estudiado si infuye la
forma de preparación. Para saber si  ay diferencias signiicatvas entre enrasar con una disolución de
HNO3 al 1% o añadir un volumen de HNO3 al 10% y luego enrasar con agua Mili-Qa, se realizo una
comparación entre los resultados obtenidos con cada una de las formas de preparación. Las rectas de
calibrado se prepararon con disoluciones de concentración 0a, 1a, 2a, 3a, 4a, 5a, 7 y 10 mg L-1 de Ag(I). Estas
se prepararon a partr de una disolución intermedia de 80 mg L-1 de Ag+. 
Para  la  recta  de  calibrado  preparada  con  HNO3  al  10% y  luego  con  agua  Mili-Q  las  cantdades
utlizadas y los resultados obtenidos se muestran en la tabla C.1.2 de Anexos. 
La recta obtenida es: y = 0,048x + 0,002    R2 = 0, 998
En el gráico C.1.1 de Anexos  se muestra la recta de calibrado obtenida al añadir HNO 3 al 10% y luego
enrasar con agua Mili-Q y en la tabla C.1.3 de Anexos se recoge los parámetros analítcos de esta
recta. 
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Para  la  recta  de  calibrado  preparada  con  HNO3  al  1% las  cantdades  utlizadas  y  los  resultados
obtenidos se muestran en la  tabla C.1. 4 de Anexos. 
La recta es: y = 0,044x – 0,001   R2 = 0,994
En el gráico C.1.2 de Anexos se muestra la recta de calibrado obtenida al prepararse con HNO 3 al 1%
y en la tabla C.1.5 de Anexos se recoge los parámetros analítcos de esta recta. 
Comparando las pendientes de las rectas preparadas de diferente manera con un test estadístco y
asumiendo que la probabilidad de que sean diferentes es aleatoriaa, se observó que la diferencia no
es signiicatva ya que la probabilidad con una signiicatvidad del 95 % es superior al 5%. Con esto
podemos airmar que no infuye el modo en el que preparamos las rectas de calibrado. El método
elegido para preparar las rectas de calibrado es con HNO3 al 1% ya que es más rápido. En la tabla
C.1.6 de Anexos se muestra los datos de la comparación de pendientes de la recta de calibrado. 
Para  llevar  a  cabo  la  determinación  de  plata  tras  la  lixiviación  en  medio  acuoso  se  siguió  el
procedimiento descrito en el punto 3.3.3. Se realizó una recta de calibrado cuyas concentraciones y
absorbancias se recogen en la tabla C.1.7 de Anexos. En el gráico C.1.3 de Anexos se muestra la
recta de calibrado y en la tabla C.1.8 se recoge los parámetros analítcos de esta recta. 
La Recta es: y = 0,035x – 0,001 
Los resultados de Ag liberada obtenidos para las muestras de pienso se detallan en la siguiente tabla:
 











 SD DSR %
M1 10 min 0a,0484 50a,04 0a,001 0a,000 0a,052  <  LC
0a,057 0a,007 12a,0
M2 10 min 0a,0506 50a,24 0a,001 0a,001 0a,062
M1 1 0a,0506 50a,04 0a,002 0a,001 0a,071
0a,076 0a,007 8a,95 
M2 1  0a,0500 49a,97 0a,002 0a,000 0a,081
Los valores de concentración obtenidos son muy bajosa, están por debajo del límite de cuanticación
por lo que no se pueden cuanticar. Por ello solo se realizó los ensayos de 10 minutos y de 1  oraa, y
se repitó la misma determinación mediante ICP-MS. 
4.3.2 Determinación por ICP-MS
Para  llevar  a  cabo  la  determinación  de  plata  tras  la  lixiviación  en  medio  acuoso  se  siguió  el
procedimiento descrito en el  punto 3.3.3.  Se  an realizado rectas de calibrado con y sin patrón
interno midiendo los dos isótopos de Ag107 y Ag109. De los dos isótopos de plataa, la recta de calibrado
del  109Ag sin patrón interno fue la que dio mayor coeiciente de correlación por lo que fue la recta
elegida  para  la  interpolación  de  los  valores  de  intensidad  de  las  muestras.  Los  pesos  y
concentraciones utlizados para realizar la recta de calibrado y las intensidades obtenidas se recogen
en la tabla C.2.2 de Anexos. Las ecuaciones de la recta se muestran en las iguras C.2.1a, C.2.2a, C.2.3 y
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C.2.4 de Anexos. La recta elegida y sus parámetros analítcos que se recogen en la tabla C.2.3 de
Anexos. 
La recta es: y = 5094,7x + 1406,5  R2 = 1,0000
Los  resultados  de  Ag  liberada  obtenidos  para  las  muestras  de  pienso  (se   icieron  dos  réplicas
distntas para cada tpo de pienso) se detallan en la tabla 7. Teniendo en cuenta la concentración
total de los piensos que se muestra en la tabla 7se  a calculado el porcentaje de plata liberada para
tpo de muestra en función del tempo.







SD % de plata
liberada 
M1 10 min 1636 0a,0450
M2 10 min 1958 0a,1082 0a,0064 0a,0018 0a,635%
M1 1 2571 0a,2286 0a,0136 0a,0018 1a,363 %
M2 1 2682 0a,2504 0a,0146 0a,0012 1a,464 %
M1 4  3056 0a,3238 0a,0190 0a,0012 1a,900 %
M2 4  2920 0a,2971 0a,0171 0a,0052 1a,714 %
M1 24   770 -0a,1249
M2 24   750 -0a,1289
La concentración obtenida en una de las muestra que estuvo 10 min en agitación está por debajo del
límite de concentración. Con las muestras observamos que a medida que aumenta el tempo de
agitación la cantdad de plata liberada aumenta. A partr de las 24  oras la cantdad de plata liberada
 a disminuidoa, esto se puede deber a que la plata liberada en la disolución no es estable. Como
observamos que a partr de las 24  oras la concentración daba negatva no se realizó el ensayo de las
48  oras. En el gráico 4 se muestra como varia % de plata liberada en función del tempo.
Gráfica 4: % de plata liberada en función del tempo
18




























4.4 Estudio de liberación de especies de plata en procesos de digestón "in iitro" a partr
de patrones de Ag(I) y AgNps.
Para llevar a cabo este estudio de liberación de especies de plata en el proceso de digestón "in vitro"
se siguió el procedimiento descrito en el punto 3.3.4. Este estudio se  a realizado con disoluciones
patrón de plata iónica y nanopartculas de plata para estudiar su comportamiento y posteriormente
poder aplicarlo al proceso de digestón in vitro de piensos (aunque en este trabajo no se  a podido
realizar). Se realizaron rectas de calibrado para cada uno de los días que se  icieron las medidas por
EEA-llama. Las concentracionesa, pesos y absorbancias de cada una de las rectas se recogen en las
tablas D11a,D13 y D15 en el Anexo. Las gráicas de estas rectas se encuentran en los gráicos D1a,D2 y
D3 de Anexos y los parámetros analítcos en las tablas D12a,D14 y D16 en el Anexo. 
RECTA 1: y = 0,028x + 0,002 R2 =1,000
RECTA 2: y= 0,064x + 0,004 R2 =1,000
RECTA 3: y= 0,053x + 0,005 R2 = 0,999
Los resultados de la plata liberada en las distntas fases del proceso de digestón in vitro para los
patrones  de  Ag  y  AgNps  se  recogen  en  la  siguientes  tablas.  Los  valores  de  absorbancia
proporcionados por el espectrofotómetro para cada una de las muestras de la fase orala, gástrica e
intestnal con centrifugación se recogen en las tablas D2a, D4 y D6 en Anexos. Los resultados de la fase
oral y gástrica se obtuvieron con la recta 1 mientras que para la fase intestnal se  izo con la recta 2. 





DSR % de plata
liberada
Ag (I) 4a,99 0a,071 0a,08% 1a,42%
AgNPs 0a,986 0a,232 10a,9 % 23a,6%





DSR % de plata
liberada
Ag (I) 2a,55 0a,298 6a,93% 11a,7%
AgNPs 0a,499 0a,143 0a,21 % 28a,6%
Tabla 10: Resultados fase intestnal.
Muestra Concentración
teórica ( mg L-1)
Concentración Ag
EAA-llama (mg L-1)
DSR % de plata
liberada
Ag (I) 1a,24 0a,932 0a,56 % 75a,2 %
AgNPs 0a,229 0a,229 3a,21 % 94a,7 %
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El porcentaje de plata liberada es mayor para las nanopartculas de plata que para la plata iónica. A
medida que pasan las fases los porcentajes de plata liberada también son mayores llegándose a
recuperar el 75% para plata iónica y casi el 100% parar AgNPs en la fase intestnal. En el gráico 5 se
muestra el porcentaje de plata liberada en las distntas fases de digestón para la plata iónica y para
AgNps. 
Gráfica 5: Plata liberada en las diferentes fases de digestón 
Debido a los bajos porcentajes de plata liberada obtenidos en la fase oral e intestnala, se realizó el
mismo procedimiento pero sin centrifugar antes de medir. El proceso de centrifugación puede llevar
consigo que la plata precipite con los Cl- que llevan los fuidos gástricos. Los valores de absorbancia
proporcionados por el espectrofotómetro para cada una de las muestras de la fase oral y gástrica sin
centrifugación se recogen en las tablas D8 y D10 en Anexos. Los resultados obtenidos para cada una
de las fases se recogen en las siguientes tablas. La recta de calibración utlizada para obtener los
resultados es la recta 3. 





DSR % de plata
liberada
Ag (I) 4a,94 3a,69 1a,29 % 74a,3%
AgNPs 0a,976 0a,821 2a,71 % 84a,1 %





DSR % de plata
liberada
Ag (I) 2a,50 1a,74 0a,03 % 68a,4 %
AgNPs 0a,487 0a,286 0a,02% 69a,7 %
Los porcentajes de plata liberada en el proceso sin centrifugar son mayores que los obtenidas en el
proceso en el que se centrifuga antes de medir. Esto se puede deber a que al centrifugar la plata
precipite y se quede en el sólido. También observamos que las recuperaciones de la fase gástrica son
menores que las de la fase oral cuando no se centrifuga. En la gráica 6 se muestra una comparación





































Gráfica 6: Comparación recuperaciones entre fases con y sin centrifugación. 
5. CONCLUSIONES.
Las conclusiones que se extraen de este estudio son las siguientes: 
•  Las AgNps tenen numerosas aplicaciones pero su principal uso es como bactericida. Se utlizan
diferentes técnicas para su caracterizacióna,  es necesario combinarlas para poder obtener toda la
información. 
• La técnica ICP-MS presenta muy buenas prestaciones por lo que es utlizada en numerosos estudios
para cuanticar AgNps. En muc as ocasiones se acopla con técnicas de  separación para solucionar
sus limitaciones y obtener análisis mejores. 
• Con la técnica de EAA-llama se puede cuanticar más de sesenta metales pero debido a su baja
sensibilidad  a  menudo   ay  que  realizar  procedimientos  de  preconcentración.  No   ay  muc as
referencias para determinar AgNPsa, pero  ay estudios de su cuanticación en muestras ambientales.
•  El estudio del pH y conductvidad indica que al poner en contacto las muestras sólidas con agua
disminuye la conductvidad y el pH se vuelve más básico en todas las muestras a excepción del pienso
con antbiótco y plata que tene un pH inferior al del agua. 
•  Para realizar  la  determinación total  de especies de plata en suplementos alimentcios  ay que
realizar antes una digestón para degradar la matriz y poner en disolución la muestra. La digestón
puede  acerse mediante un ataque ácido en abierto o usando microondas. En el ataque  ay que
utlizar HNO3 para estabilizar la Ag en disoluciones en bajas concentraciones y HCl para favorecer la
formación de AgCl2- y AgCl32- y evitar que la plata precipite en forma de AgCl.
En el ataque en abierto se producen pérdidas de plata durante el ataquea, las recuperaciones son
entorno al 30%. Los resultados de concentraciones obtenidos para el pienso control y el pienso con
plata  son  imprecisos  y  no  son  reproducibles.  En  el  ataque  por  microondas  sin  embargo  no  se
observan perdidas de plata y los resultados de concentraciones obtenidas tenen DSR muy bajas en
comparación con el ataque en abierto. 
• Para realizar la calibración y detección de plata por EAA-Llama se decidió preparar las muestras con
una disolución de HNO3 al 1%. No existen diferencias signiicatvas entre los dos métodos estudiados
que diieren en la preparación de las disoluciones patróna, por lo que se eligió preparar la recta con el
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La cantdad de Ag liberada en agua aumenta a medida que aumenta el tempo de agitación. A partr
de las 24  oras la cantdad de plata liberada  a disminuido. Las valores de concentración obtenidos
con EAA-Llama están por debajo del límite de cuanticación y por ello se realizó la determinación con
ICP-MS. 
• Durante la digestón las AgNps sufren modiicaciones en sus propiedadesa,  como cambios en el
tamaño y en el recubrimineto. Estos cambios son debidos a interacciones con los fuidos o con los
distntos componentes que se encuentran en los  alimentos y por las condiciones isiológicas del
proceso. 
El porcentaje de plata liberada durante la digestón "in vitro" es mayor para las nanopartculas de
plata que para la plata iónica. Los porcentajes de plata liberada en el proceso sin centrifugar son
mayores que los obtenidas en el proceso en el que se centrífuga. Esto se puede deber a que al
centrifugar la plata precipite y se quede en el sólido. También observamos que las recuperaciones de
la fase gástrica son menores que las de la fase oral cuando no se centrifuga. En la fase gástrica debido
a la presencia de cloruros se produce la formación de AgCl lo que reduce el número de partculas en
esta fase La plata liberada en las muestras con Ag(I) y AgNps en la fase gástrica esta cerca del 70%. En
la fase intestnal se recupera práctcamente el total de Ag(I) y AgNPsa,  el 75% para la plata iónica y
casi el  95% parar AgNPs. 
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A) Estudios preliminares sobre la muestra: pH y conductiidad.
 
Tabla A1: Pesos exactos de las muestras de pienso para realizar el estudio.
Muestra Pienso (g) Agua Mili-Q (g)
Pienso control 1 0a,0500 50a,0005
Pienso control 2 0a,0501 49a,9938
Pienso con Ag 1 0a,0508 50a,0423
Pienso con Ag 2 0a,0506 50a,0139
Pienso con Antbiótco 1 0a,0490 50a,1828
Pienso con Antbiótco 2 0a,0515 49a,9758
Pienso con Ag + Antbiótco 1 0a,0492 50a,0546
Pienso con Ag + Antbiótco 2 0a,0491 49a,9971
B) Determinación del contenido total de especies de plata en suplementos alimentcios
para cerdos.
















Blanco 0 395005a,34 2101a,5546 2102a,3548
1 µglL 0a,2464 50a,867 1a,00 391021a,85 119292a,42 123259a,69
5 µglL 1a,2374 51a,429 4a,96 392283a,96 571788a,81 590144a,29
10 µglL 2a,4814 51a,158 10a,00 386890a,58 1155107a,5 1192995a,9
15 µglL 3a,7365 51a,311 15a,02 388767a,92 1714089a,5 1757865a,1
Tabla B2: Parámetros analítcos de la recta de calibrado .
Sensibilidad 294a,11 mg L -1
LD 1a,261 x 10-6  mg L-1
LC 4a,203 x 10-6 mg L-1 
Rango lineal De 4a,203 x 10-6
a 0a,01502  mg L-1
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Gráfica B1: Recta de calibrado para determinación de Ag con ICP-MS.
B.1) Ataque en abierto 
Tabla B.1.1: pesos exactos y concentraciones teóricas de las muestras para el ataque en abierto.







Blanco ataque 15a,00 22a,10
Recuperación de
ataque en blanco 0a,1732 15a,07 21a,49 0a,0053
Control 1 0a,0992 14a,99 18a,68




Pienso plata 1 0a,1042 15a,09 20a,02 0a,0069
Pienso plata 2 0a,0997 14a,99 19a,47 0a,0068
Recuperación




0a,1042 0a,8012 15a,0934 18a,94 0a,0124
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f(x) = 294,107 x + 0,005
R² = 1,000













Tabla B.1.2: Concentraciones y recuperaciones del ataque en abierto.
Muestra Intensidad107Ag l R 
Concentración
mg L-1 DSR %
Concentración
mg g-1 Recuperación DSR %




2a,064 7a,004 x10-3 0a,61 117a,8 0a,47
Control 1 0a,1500 4a,947 x10-4 0a,21 1a,404x10-3




1a,957 6a,638 x10-3 0a,45 0a,01944 120a,2 0a,50
Pienso plata 1 0a,7093 2a,397x10-3 0a,38 6a,950x10-3
Pienso plata 2 0a,1956 6a,496 x10-4 0a,13 1a,902x10-3
Recuperación
ataque muestra 0a,3608 1a,212x10




2a,676 9a,085x10-3 1a,3 0a,02492 73a,18 1a,3
B.2) Ataque por microondas 
Tabla B.2.1: Parámetros instrumentales del ICP-MS para determinar la plata liberada tras el ataque.
Flujo de gas del nebulizador 1a,04 Llmin




Lecturas por replica 1
Dual tme 50 milisegundos
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Tabla B.2.2: pesos exactos y concentraciones teóricas de las muestras para el ataque por
microondas.










Blanco ataque 52a,5341 8a,1010
Recuperación de
ataque en blanco
0a,1984 21a,624 8a,1970 0a,0048
Control 1 0a,1361 50a,559 7a,8858
Control 2 0a,1347 49a,4752 8a,2802
Control 3 0a,1187 53a,4272 8a,1540
Pienso plata 1 0a,1085 52a,0678 8a,1160 0a,0051
Pienso plata 2 0a,0925 21a,0098 8a,3054 0a,0044
Pienso plata 3 0a,1248 51a,1313 8a,0343 0a,0061
Recuperación ataque
muestra 0a,1127 0a,1969 50a,0478 8a,1542 0a,0104
Recuperación medida
pienso plata 2
0a,0925 1a,2485 51a,0098 6a,7688 0a,0104
Tabla B.2.3 : Concentraciones y recuperaciones de las muestras en el ataque por microondas.






mg g-1 Recuperación DSR%
Blanco ataque 0a,0233 6a,580 x 10-5 2a,1
Recuperación de
ataque en blanco 1a,080 3a,730x10
-3 0a,59 78a,36 0a,59
Control 1 0a,0072 7a,154 x 10-6 13
Control 2 0a,0088 1a,275 x 10-5 2a,6
Control 3 0a,0199 5a,204 x 10-5 1a,3
Pienso plata 1 0a,8948 3a,082x10-3 0a,90 0a,01200
Pienso plata 2 0a,8095 2a,784x10-3 0a,26 0a,01275
Pienso plata 3 1a,100 3a,774x10-3 2a,2 0a,01242
Recuperación ataque
muestra
2a,028 6a,988x10-3 0a,75 0a,02531 67a,05 0a,75
Recuperación medida
pienso plata 2 2a,354 8a,095x10
-3 1a,2 0a,03022 78a,11 1a,2
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C) Determinación de la cantdad de Ag liberado en agua mediante EAA-llama e ICP-MS.
C.1) Determinación por EAA-Llama
Tabla C.1.1: Parámetros instrumentales del espectrofotometro de EAA-llama empleados para
determinar la cantdad de plata liberada tras la lixiviación. 
Lámpara Cátodo de Ag 
Longitud de onda 328 nm 
Ranura 0a,8 mm
Caudal airelacetleno 10l2a,5 LlMin
Nº de replicas 3
Nº replicas blanco 10
Tiempo de integración 1 seg
Tiempo de retraso 3 seg










real (mg L-1) Absorbancia SD DSR %
Blanco 0a,0000 1a,586 15a,01 0 0a,003 0a,0003 10
1 mglL 0a,1941 1a,793 14a,99 1a,04 0a,042 0a,0002 0a,48
2 mglL 0a,3867 1a,975 15a,05 2a,05 0a,095 0a,0099 10
3 mglL 0a,5617 2a,148 14a,99 3a,00 0a,160 0a,0013 0a,81
4 mglL 0a,7544 2a,346 15a,00 4a,02 0a,253 0a,0042 1a,7
5 mglL 0a,9525 2a,529 15a,02 5a,07 0a,387 0a,0109 2a,8
7 mglL 1a,4890 3a,077 14a,97 7a,96 0a,390 0a,0181 4a,6
10 mglL 1a,8866 3a,464 15a,02 10a,05 0a,474 0a,022 0a,46
Gráfica C.1.1: Recta de calibrado preparada con HNO3 al 10%.
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Tabla C.1.3: Parámetros analítcos de la recta de calibrado con HNO3 al 10%.
Sensibilidad 0a,048 mg L -1
LD 0a,019  mgL-1
LC 0a,063  mg L-1
Rango lineal De 0a,063 a 10a,05 mg L-1









Absorbancia SD DSR %
Blanco 0a,0000 15a,00 0 0a,000 0a,0005 0%
1 mglL 0a,3166 14a,99 1a,69 0a,039 0a,0006 1a,5%
2 mglL 0a,3618 15a,06 1a,92 0a,094 0a,0027 2a,9%
3 mglL 0a,5636 14a,99 3a,01 0a,125 0a,0003 0a,24%
4 mglL 0a,7506 14a,99 4a,01 0a,165 0a,0123 7a,5%
5 mglL 0a,9386 15a,08 4a,98 0a,292 0a,0084 2a,9%
7 mglL 1a,3113 14a,99 7a,00 0a,314 0a,0241 7a,7%
10 mglL 1a,9073 15a,00 10a,17 0a,203 0a,0009 0a,44%
Gráfica C.1.2: Recta de calibrado preparada con HNO3 al 1%
Tabla C.1.5: Parámetros analítcos de la recta de calibrado con HNO3 al 1%
Sensibilidad 0a,044 mg L -1
LD 0a,034  mg L-1
LC 0a,113  mg L-1
Rango lineal De 0a,113 a 7 mg L-1
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Tabla C.1.6: Comparación de pendientes de la recta de calibrado.
VALOR 1 VALOR 2 
Magnitud 0a,0441 0a,0478
Incertdumbre 0a,00278 0a,00120
Grados de libertad 3 4
Parametro z o t 1a,22
Probabilidad  de  que  la  diferencia  sea
aleatoria 
COLAS 2 
Asumiendo distribución Z 22a,17%
Tabla C.1.7.: Pesos exactosa, concentraciones y absorbancias de la recta de calibrado para la




100 mg L-1 (g) Peso total (g) 
Concentración
real (mg L-1) Absorbancia SD DSR %
Blanco 0a,0000 15a,03 0 0a,001 0a,0006 86a,6%
0a,5 mglL 0a,0738 15a,03 0a,49 0a,014 0a,0010 7a,14%
1 mglL 0a,1502 15a,04 1a,00 0a,032 0a,0006 1a,78%
2 mglL 0a,3007 14a,99 2a,01 0a,070 0a,0000 0%
3 mglL 0a,4559 15a,08 3a,02 0a,105 0a,0010 0a,95%
4 mglL 0a,6060 15a,12 4a,01 0a,137 0a,0006 0a,42%
Gráfica C.1.3: Recta de calibrado para el estudio de liberación de plata en agua. 
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Tabla C.1.8: Parámetros analítcos de la recta de calibrado. 
Sensibilidad 0a,035 mg L -1
LD 0a,050  mg L-1 
LC 0a,167  mg L-1 
Rango lineal De 0a,167 a 4a,01 mg L-1 
C.2) Determinación por ICP-MS
Tabla C.2.1: Parámetros instrumentales del ICP-MS empleados para determinar la cantdad de plata
liberada tras la lixiviación. 
Flujo de gas del nebulizador 0a,8 Llmin 
Flujo  de gas plásmógeno 15 Llmin




Lecturas por replica 1
Dual tme 50 milisegundos
Tabla C.2.2: Recta de calibrado con sus intensidades para el estudio con ICP-llama. 
Concentración











0 0 50a,0025 0 41903 1326 1306
1 0a,0487 50a,0287 0a,9676 43168 6684 6426
5 0a,2509 49a,9986 4a,988 43416 28039 26583
50 2a,4784 50a,0960 49a,18 43188 268371 252406
100 5a,0462 50a,0058 100a,3 42354 539677 512222
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Gráfica C.2.1: Recta calibrado para 109Ag sin PI. 
Gráfica C.2.2: Recta calibrado para 107Ag sin PI. 
Gráfica C.2.3: Recta calibrado para 109Ag con PI. 
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600000 f(x) = 5095 x + 1407
R² = 1
Calibración sin PI






















f(x) = 5374 x + 1756
R² = 1
Calibración sin PI 






















f(x) = 0,1201 x + 0,0131
R² = 0,9999
Calibración con PI













Gráfica C.2.4: Recta calibrado para 107Ag con PI. 
Tabla C.2.3: Parámetros analítcos de la recta de calibrado para 109Ag sin PI. 
Sensibilidad 5095 µg L -1
LD 0a,03 µg L -1
LC 0a,10 µg L-1
Rango lineal De 0a,10 a 100a,3 µg L -1
D) Determinación de la cantdad de Ag liberado en procesos de digestón in iitro a partr
de patrones de Ag(I) y AgNps.
Tabla D1: Pesos exactos de las disoluciones empleadas para preparar la fase oral con centrifugación. 
Muestra Ag (g) AgNps (g) SSF (g) CaCl2 (g) Peso inal (g) 
Blanco 3a,507 0a,0262 9a,9972
Ag 1 0a,5011 3a,4868 0a,0262 10a,0155
Ag 2 0a,4983 3a,6645 0a,0258 9a,9906
AgNps 1 0a,4985 3a,4713 0a,0218 9a,9963
AgNps 2 0a,4900 3a,4739 0a,0228 10a,0583
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Tabla D2: Valores de Absorbancia proporcionados por el espectrofotómetro para la fase oral con
centrifugación. 
Muestra Abs promedio SD DSR %
Blanco 0a,000 0a,0002 48a,4
Ag 1 0a,004 0a,0004 9a,0
Ag 2 0a,004 0a,0003 8a,2
AgNps 1 0a,010 0a,0005 4a,9
AgNps 2 0a,008 0a,0006 6a,7
Tabla D3: Pesos exactos de las disoluciones empleadas para preparar la fase gástrica con
centrifugación. 








Pepsina(g) HCl (g) Peso
inal (g) 
Blanco 3a,4426 0a,0262 6a,5157 7a,1050 0a,0043 1a,5984 0a,2030 20a,0111
Ag 1 0a,5173 3a,4901 0a,0261 5a,9614 7a,2440 0a,0041 1a,5783 0a,1951 20a,0474
Ag 2 0a,5105 3a,4856 0a,0219 6a,0259 7a,1810 0a,0042 1a,5159 0a,2538 20a,0763
Ag 3 0a,5063 3a,4794 0a,0262 5a,9947 7a,2028 0a,0045 1a,5511 0a,1964 20a,0928
AgNps 1 0a,5047 3a,4726 0a,0211 5a,9987 7a,1471 0a,0042 1a,5477 0a,2516 20a,0613
AgNps 2 0a,4970 3a,4666 0a,0223 6a,0745 7a,3593 0a,0040 1a,3071 0a,2836 20a,0585
Tabla D4: Valores de Absorbancia proporcionados por el espectrofotómetro para la fase gástrica con
centrifugación. 
Muestra Abs promedio SD DSR %
Blanco 0a,001 0a,0005 62a,2
Ag 1 0a,010 0a,0003 2a,9
Ag 2 0a,010 0a,0009 8a,9
Ag 3 0a,012 0a,0003 2a,2
AgNps 1 0a,006 0a,0001 2a,1
AgNps 2 0a,005 0a,0005 11a,2
36
Tabla D5: Pesos exactos de las disoluciones empleadas para preparar la fase intestnal con
centrifugación. 
Tabla D6: Valores de Absorbancia proporcionados por el espectrofotómetro para la fase intestnal
con centrifugación. 
Muestra Abs promedio SD DSR %
Blanco 0a,003 0a,001 17a,32
Ag 1 0a,063 0a,001 0a,91
Ag 2 0a,064 0a,001 0a,91
Ag 3 0a,064 0a,001 1a,56
AgNps 1 0a,018 0a,001 3a,15
AgNps 2 0a,019 0a,001 5a,26
Tabla D7.: Pesos exactos de las disoluciones empleadas para preparar la fase oral sin centrifugación. 
Muestra Ag (g) AgNps (g) SSF (g) CaCl2 (g) Peso inal (g) 
Blanco 3a,4358 0a,0248 10a,1362
Ag 1 0a,5001 3a,4734 0a,0297 10a,0014
Ag 2 0a,4929 3a,4562 0a,0262 10a,0805
Ag 3 0a,4942 3a,0977 0a,0276 10a,0205
AgNps 1 0a,4917 3a,4220 0a,5118 10a,1392
AgNps 2 0a,4918 3a,8618 0a,0209 10a,0170
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Tabla D8: Valores de Absorbancia proporcionados por el espectrofotómetro para la fase oral sin
centrifugación. 
Muestra Abs promedio SD DSR %
Blanco 0a,002 0a,001 34a,6
Ag 1 0a,202 0a,001 0a,28
Ag 2 0a,198 0a,001 0a,50
Ag 3 0a,198 0a,001 0a,50
AgNps 1 0a,048 0a,001 2a,42
AgNps 2 0a,049 0a,001 1a,17
Tabla D9: Pesos exactos de las disoluciones empleadas para preparar la fase gástrica sin
centrifugación. 






(g) Pepsina(g) HCl (g)
Peso
inal (g) 
Blanco 3a,4368 0a,0221 6a,6218 7a,2638 0a,0043 1a,5677 0a,2005 20a,3694
Ag 1 0a,4958 3a,4592 0a,0231 5a,9970 7a,3513 0a,0045 1a,5680 0a,1991 20a,0637
Ag 2 0a,5088 3a,4713 0a,0291 6a,0246 7a,1180 0a,0041 1a,5790 0a,2003 20a,0469
Ag 3 0a,4990 3a,4853 0a,0222 6a,1003 7a,3671 0a,0042 1a,5711 0a,2007 20a,1141
AgNps 1 0a,4842 3a,4835 0a,0199 6a,0181 7a,3761 0a,0043 1a,6152 0a,2002 20a,0772
AgNps 2 0a,4989 3a,4793 0a,0254 6a,0237 7a,2873 0a,0044 1a,5643 0a,1970 20a,2839
Tabla D10: Valores de Absorbancia proporcionados por el espectrofotómetro para la fase gástrica sin
centrifugación.
Muestra Abs promedio SD DSR %
Blanco 0a,002 0a,001 50a,0
Ag 1 0a,010 0a,0003 1a,03
Ag 2 0a,010 0a,0009 0a,59
Ag 3 0a,012 0a,0003 1a,19
AgNps 1 0a,006 0a,0001 2a,84
AgNps 2 0a,005 0a,0005 5a,00
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Tabla D11: Pesos y concentración exacta y absorbancias de la recta de calibrado para la





100 mg L-1 (g) 
Peso total (g) Concentración
real (mg L-1) 
Absorbancia SD DSR %
Blanco 0a,0000 15a,0247 0 0a,003 0a,0005 17a,7
0a,25 0a,0424 15a,1908 0a,279 0a,009 0a,0003 2a,8
1 0a,1525 15a,2290 1a,001 0a,030 0a,0006 1a,9
3 0a,4543 15a,0325 3a,022 0a,087 0a,0006 0a,7
5 0a,7503 14a,9834 5a,008 0a,143 0a,0007 0a,5
7 1a,0506 15a,0458 6a,983 0a,197 0a,0004 0a,9
Tabla D12: Parámetros analítcos de la recta de calibrado para la determinación de plata liberada en
la fase oral y gástrica con centrifugación. 
Sensibilidad 0a,028 mg L -1
LD 0a,054 mg L-1
LC 0a,179  mg L-1 
Rango lineal De 0a,179 a 6a,983 mg L-1 
Gráfica D1: Recta de calibrado para la determinación de plata liberada en la fase oral y gástrica con
centrifugación. 
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f(x) = 0,028 x + 0,002
R² = 1,000




Tabla D13: Pesos y concentración exacta y absorbancias de la recta de calibrado para la




100 mg L-1 (g) Peso total (g) 
Concentración
real (mg L-1) Absorbancia SD DSR %
Blanco 0a,0000 15a,0247 0 0a,001 0a,001 47a,1
0a,25  0a,0434 15a,0021 0a,2893 0a,021 0a,001 2a,79
1 0a,1517 14a,9987 1a,011 0a,072 0a,001 0a,81
3 0a,4554 15a,0192 3a,032 0a,204 0a,001 0a,28
5 0a,7552 15a,0515 5a,017 0a,328 0a,002 0a,47
7 1a,0480 14a,9878 6a,992 0a,449 0a,002 0a,39
Tabla D14: Parámetros analítcos de la recta de calibrado para la determinación de plata liberada en
la fase intestnal con centrifugación. 
Sensibilidad 0a,064 mg L -1
LD 0a,047  mg L-1
LC 0a,156  mg L-1
Rango lineal De 0a,156 a 6a,992  mg L-1
Gráfica D2: Recta de calibrado para la determinación de plata liberada en la fase intestnal. 
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Tabla D15: Pesos y concentración exacta y absorbancias de la recta de calibrado para la
determinación mediante EAA-llama de especies de plata en la fase oral y gástrica sin centrifugación.
Concentración
teorica mg L-1 
Patrón Ag+ de
100 mg L-1(g) Peso total (g) 
Concentración 
real (mg L-1) Absorbancia SD DSR %
Blanco 0a,0000 15a,0247 0 0a,001 0a,001 79a,7
0a,25 0a,0424 15a,1908 0a,279 0a,018 0a,000 0
1 0a,1525 15a,2290 1a,001 0a,061 0a,001 0a,95
3 0a,4543 15a,0325 3a,022 0a,169 0a,001 0a,34
5 0a,7503 14a,9834 5a,008 0a,276 0a,000 0
7 1a,0506 15a,0458 6a,983 0a,373 0a,001 0a,27
Tabla D16: Parámetros analítcos de la recta de calibrado para la determinación de plata liberada en
la fase oral y gástrica sin centrifugación.
Sensibilidad 0a,053 mg L -1
LD 0a,057  mg L-1
LC 0a,189 mg L-1 
Rango lineal De 0a,189 a 6a,983 mg L-1 
Gráfica D3: Recta de calibrado para la determinación de plata liberada en la fase oral y gástrica sin
centrifugación. 
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Tabla D17.: Parámetros instrumentales del espectrófotometro de EAA-llama empleados para
determinar la cantdad de plata liberada tras la lixiviación. 
Lámpara Cátodo de Ag 
Longitud de onda 328 nm 
Ranura 0a,8 mm
Caudal airelacetleno 10l2a,5 LlMin
Nº de replicas 3
Nº replicas blanco 10
Tiempo de integración 1 seg
Tiempo de retraso 3 seg
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